Sk i n f l u k e i s o n e o f t h e mo s t c o mmo n a n d s e r i o u s p a r a s i t i c p r o b l e ms i n f i n f i s h a q u a c u l t u r e . Se r i o l a f i s h a r e e s p e c i a l l y v u l n e r a b l e t o s k i n f l u k e a s t h e y a r e t h e h o s t o f t wo mo s t c o mmo n s k i n f l u k e s i n a q u a c u l t u r e , n a me l y Be n e d e n i a s e r i o l a e a n d Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e . I n f e c t e d f i s h s u f f e r f r o m s k i n l e s i o n , b l i n d n e s s , g r o wt h r e d u c t i o n a n d s e c o n d a r y b a c t e r i a l a n d v i r a l i n f e c t i o n 1 ) . He a v y i n f e c t i o n c a u s e s mo r t a l i t y , t h u s f i s h f a r me r s n e e d t o c o n t r o l t h e i n f e c t i o n b e l o w t h e h a r mf u l l e v e l . F a r me r s r o u t i n e l y p r a c t i c e f r e s h wa t e r o r h y d r o g e n p e r o x i d e b a t h t r e a t me n t s t o r e mo v e f l u k e s f r o m f i s h . Al t h o u g h t h e s e b a t h t r e a t me n t s a r e h i g h l y e f f e c t i v e , t h e y a r e l a b o r i n t e n s i v e , t i me c o n s u mi n g a n d s t r e s s f u l t o f i s h . Al t e r n a t i v e l y , o r a l a d mi n i s t r a t i o n o f p r a z i q u a n t e l h a s b e e n d e v e l o p e d a n d h a s s h o wn p r o mi s i n g r e s u l t s f o r e l i mi n a t i n g b o t h B. s e r i o l a e a n d N. gi r e l l a e f r o m f i s h 2 -5 ) .
Un f o r t u n a t e l y t h e d r u g i s r e l a t i v e l y e x p e n s i v e a n d h a s l o w p a l a t a b i l i t y , ma k i n g i t d i f f i c u l t f o r f a r me r s t o a d mi n i st r a t e t h e r e c o mme n d e d d o s e 4 )
. Mo r e o v e r , t h e u s e o f p r a z i q u a n t e l i s a p p r o v e d o n l y a g a i n s t B. s e r i o l a e b y t h e J a p a n e s e g o v e r n me n t a n d c a n n o t b e u s e d f o r N. g i r e l l a e i n f e c t i o n i n c u l t u r e d f i s h . Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e i s a t e mp e r a t e s p e c i e s a n d s h o ws f a s t d e v e l o p me n t a n d a h i g h r e p r o d u c t i o n r a t e . At 3 0°C, t h e n e x t g e n e r at i o n o f N. gi r e l l a e a p p e a r s wi t h i n 1 0 d a y s 6 ) . T h e r e f o r e , f a r me r s n e e d t o r e p e a t b a t h t r e a t me n t s e v e r y 3-5 d a y s d u r i n g t h e s e a s o n wi t h h i g h wa t e r t e mp e r a t u r e . T h e d e v e l o p me n t o f a n e w s i mp l e a n d l o w-c o s t me t h o d t o c o n t r o l N. gi r e a l l a e i n f e c t i o n i n f i n f i s h a q u a c u l t u r e i s i n g r e a t n e e d .
On e wa y t o r e d u c e t h e c o s t , l a b o r a n d t i me f o r c o nt r o l l i n g N. gi r e l l a e i s t o l o we r t h e wo r m i n t e n s i t y b y p r ev e n t i n g f r e e s wi mmi n g l a r v a e o r o n c o mi r a c i d i u m f r o m a t t a c h i n g t o t h e f i s h . . I s h i d a e t a l .
s h o we d i n t h e i r l a b o r a t o r y s t u d y t h a t f i s h i n t h e b r i g h t e r a r e a o f a t a n k t e n d e d t o h a r b o r g r e a t e r n u mb e r o f N. gi r e l l a e t h a n t h o s e i n t h e d a r k e r a r e a . Ho we v e r , i t r e ma i n s u n k n o wn i f l o we r i n g l i g h t i n t e n s i t y c o u l d r e d u c e t h e s k i n f l u k e i n f e c t i o n u n d e r t h e n a t u r a l a q u a c u lt u r e c o n d i t i o n s . We c o n d u c t e d a f i e l d e x p e r i me n t a t a c u l t u r e s i t e t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f s h a d i n g o n r e d u c i n g t h e i n f e c t i o n r a t e o f N. gi r e l l a e i n g r e a t e r a mb e r j a c k , Se r i o l a d u me r i l i .
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s

Na t u r a l i n f e c t i o n e x p e r i me n t
T h e e x p e r i me n t wa s c o n d u c t e d d u r i n g J u l y a n d Au g u s t 2 0 1 2 a t t h e c u l t u r e s i t e o f Ki n k i Un i v e r s i t y , Sh i r a h a ma , Wa k a y a ma , J a p a n . El e v e n h a t c h e r yr e a r e d j u v e n i l e a mb e r j a c k , i n d i v i d u a l l y i d e n t i f i e d wi t h a PI T -t a g we r e p l a c e d i n e a c h o f 2 c y l i n d r i c a l n y l o n me s h c a g e s ( d i a me t e r × h e i g h t , 3 4 × 1 6 c m, me s h o p e n i n g 4 mm) a n d n a t u r a l l y e x p o s e d t o s k i n f l u k e s n e a r b y a c u l t u r i n g c a g e ( F i g . 1 ) . Sk i n f l u k e i n f e c t i o n s we r e o b s e r v e d a t t h e t i me o f t h e e x p e r i me n t a mo n g v a r i o u s c u l t u r e d f i s h i n t h e a r e a i n c l u d i n g J a p a n e s e a mb e r j a c k Se r i o l a qu i n qu e r a di a t a , c h u b ma c k e r e l Sc o mb e r j a p o n i c u s a n d g r e a t e r a mb e r j a c k S. du me r i l i . We p l a c e d a b l a c k p o l y p r o p y l e n e s h a d i n g s h e e t o v e r o n e o f t h e e x p e r i me n t a l c a g e s a n d l e f t a n o t h e r c a g e u n d e r n a t u r a l l i g h t c o n d i t i o n . T h e d i s t a n c e s b e t we e n t h e e x p e r i me n t a l c a g e s a n d wa t e r s u r f a c e a n d t h e s h a di n g s h e e t s we r e a p p r o x i ma t e l y 1 0 c m a n d 5 0 c m, r e s p e c t i v e l y . L i g h t i n t e n s i t y a t e a c h e x p e r i me n t a l c a g e wa s me a s u r e d 4 t i me s d a i l y a t 0 7 : 3 0 , 1 2 : 0 0 , 1 5 : 0 0 a n d 1 8 : 0 0 u s i n g a n u n d e r wa t e r p h o t o s y n t h e t i c a l l y a c t i v e r a d i a t i o n ( P AR) s e n s o r ( L I -1 9 2 SA, L I -COR Bi o s c i e n c e s Co . ) . Af t e r n a t u r a l e x p o s u r e a t t h e c u l t u r i n g s i t e f o r 4 8 h , we t r a n s f e r r e d a l l t h e f i s h t o l a b o r a t o r y a n d k e p t t o g e t h e r i n a 2 0 0 L p o l y c a r b o n a t e t a n k f o r 4 d a y s f o r
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, 2 5 -2 8 , 2 0 1 3 . 3 © 2 0 1 3 T h e J a p a n e s e So c i e t y o f F i s h P a t h o l o g y
Sh a d i n g Re d u c e s Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e I n f e c t i o n o n Cu l t u r e d Gr e a t e r Amb e r j a c k S e r i o l a d u me r i l i
Sh o Sh i r a k a s h i 1 * , Ch i h a y a Hi r a n o 1 , As ma h a n i b i n t i As ma r a 
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ABS T RACT -J u v e n i l e g r e a t e r a mb e r j a c k we r e p l a c e d i n a s ma l l c a g e a n d e
x p o s e d t o Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e o n c o mir a c i d i a f o r 4 8 h a t a n a mb e r j a c k c u l t u r e s i t e u n d e r n a t u r a l l i g h t o r wi t h a s h a d e . T h e s h a d i n g r e d u c e d wo r m i n t e n s i t y o n t h e s k i n o f f i s h b y a b o u t 7 0 %. Ad d i t i o n a l l a b o r a t o r y e x p e r i me n t a l i n f e c t i o n c o mp a r i n g t h e l a r v a l i n f e c t i v i t y u n d e r d a r k a n d l i g h t c o n d i t i o n s r e v e a l e d t h a t t h e o n c o mi r a c i d i a we r e c a p a b l e o f i n f e c t i n g f i s h i n c o mp l e t e d a r k n e s s . Th e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e l o w i n f e c t i o n r a t e i n t h e s h a d e d wa t e r i s p r o b a b l y d u e t o a c c u mu l a t i o n o f t h e o n c o mi r a c i d i a i n t o t h e b r i g h t a r e a , r e s u l t i n g i n t h e l o we r e d d e n s i t y u n d e r t h e s h a d e .
Ke y wo r d s : s k i n f l u k e , Mo n o g e n e a , l i g h t i n t e n s i t y ,
Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e , Se r i o l a d u me r i l i * Co r r e s p o n d i n g a u t h o r E-ma i l : s h i r a k a s h i @k i n d a i s u i k e n . j p a t t a c h e d p a r a s i t e s t o g r o w ( a p p r o x . 3 mm) i n o r d e r t o ma k e c o u n t i n g a n d i d e n t i f i c a t i o n e a s i e r . Du r i n g t h i s wo r m g r o w-o u t p e r i o d , 3 u n i n f e c t e d f i s h we r e p l a c e d i n
t h e t a n k a s c o n t r o l t o c h e c k p o s s i b l e h o r i z o n t a l t r a n s mi s s i o n . T h i s e x p e r i me n t a l t r i a l wa s r e p e a t e d 3 t i me s wi t h a l t e r n a t i n g t h e s h a d e d a n d u n s h a d e d c a g e s b e t we e n t h e t r i a l s . T h e wa t e r t e mp e r a t u r e a t t h e s u rf a c e d u r i n g T r i a l 1 , 2 , a n d 3 we r e b e t we e n 2 7 . 6°C a n d 3 0 . 3°C. T h e a v e r a g e f o l k l e n g t h o f t h e e x p e r i me n t a l f i s h u s e d f o r T r i a l 1 , 2 a n d 3 we r e 1 0 . 6 ± 0 . 5 , 1 1 . 1 ± 0 . 4 a n d 1 4 . 1 ± 1 . 1 , r e s p e c t i v e l y .
L a b o r a t o r y i n f e c t i o n e x p e r i me n t
p e r i me n t , e g g s we r e t r a n s f e r r e d i n t o a g l a s s b e a k e r wi t h f r e s h f i l t e r e d s e a wa t e r a n d p l a c e d d i r e c t l y u n d e r a f l o r e s c e n t l i g h t . Ha t c h i n g wa s s t i mu l a t e d b y s t i r r i n g t h e wa t e r wi t h a g l a s s r o d . Af t e r a f e w h o u r s , e g g s we r e r e mo v e d a n d t h e l a r v a l d e n s i t y wa s e s t ima t e d b y c o u n t i n g o n c o mi r a c i d i a i n 3 r e p l i c a t e s o f 1 mL wa t e r .
We h a v e c o n d u c t e d a t o t a l o f 3 e x p e r i me n t a l i n f e ct i o n t r i a l s . I n t h e e x p e r i me n t , 1 0 f i s h ( FL = 1 7 . 1 8 ± 0 . 9 2 ) we r e p l a c e d i n e a c h o f t wo 2 0 0 L t a n k s wi t h 7 5 L f i l t e r e d s e a wa t e r ( 2 8 . 5
± 1°C) . Ap p r o x i ma t e l y t h r e e t h o u s a n d f r e s h l y h a t c h e d o n c o mi r a c i d i a ( < 4 h o l d ; 3 0 0 l a r v a e / f i s h ) we r e a d d e d t o e a c h t a n k a n d o n e o f t h e t a n k s wa s c o v e r e d e n t i r e l y wi t h b l a c k p l a s t i c b o x a n d a n o t h e r o n e wa s l e f t u n d e r n a t u r a l i n d o o r l i g h t c o n d i t i o n . T h e l i g h t i n t e n s i t y a t t h e wa t e r s u r f a c e o f b o t h t a n k s wa s r e c o r d e d e v e r y mi n u s i n g a n i n s i t u s e n s o r ( MDSMk V/ L ; Al e c El e c t r o n i c s Co . , L t d . ) . Du r i n g t h e e x p os u r e , s l i g h t a e r a t i o n wa s p r o v i d e d a n d t h e f i s h we r e l e f t u n d i s t u r b e d .
Af t e r 1 h , f i s h f r o m t h e l i g h t a n d d a r k t a n k s we r e r e t r i e v e d a n d k e p t s e p a r a t e l y i n 5 0 0 L g r o wo u t t a n k s f o r 3 d a y s u n d e r n a t u r a l l i g h t c o n d i t i o n .
P a r a s i t e c o u n t Sk i n f l u k e f r o m e a c h f i s h we r e c o l l e c t e d b y f r e s h wat e r b a t h t r e a t me n t . I n d i v i d u a l f i s h we r e p l a c e d i n a p l a s t i c c o n t a i n e r wi t h 2 L o f d e c h l o r i n a t e d t a p wa t e r f o r 7 mi n . Di s l o d g e d p a r a s i t e s we r e t h e n c o l l e c t e d u s i n g 6 4 m m n y l o n me s h a n d f i x e d i n 7 0 % e t h a n o l . T o t a l n u mb e r s o f wo r ms f r o m e a c h f i s h we r e c o u n t e d u n d e r a d i s s e c t i n g mi c r o s c o p e . T h e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s k i n f l u k e f o l l o we d t h e me t h o d d e s c r i b e d i n Ki n a mi e t a l . 9 )
. We a l s o me a s u r e d t h e s i z e a n d we i g h t o f e v e r y e x p e r ime n t a l f i s h a t t h e t i me o f wo r m c o l l e c t i o n .
St a t i s t i c a l a n a l y s e s Co mp a r i s o n o f wo r m i n t e n s i t y b e t we e n t h e t r e a tme n t g r o u p s u s e d a n o n -p a r a me t r i c Wi l c o x o n s i g n e dr a n k s t e s t . St a t i s t i c a l a n a l y s e s we r e p e r f o r me d o n J MP v e r 9 . 0 ( S AS I n s t i t u t e , I n c . ) .
Re s u l t s
Na t u r a l i n f e c t i o n e x p e r i me n t Al l o f t h e c o l l e c t e d s k i n f l u k e s we r e i d e n t i f i e d a s Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e a c c o r d i n g t o t h e mo r p h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s .
T h e r e wa s a s i g n i f i c a n t e f f e c t o f s h a di n g o n t h e n u mb e r o f s k i n f l u k e i n a l l o f t h e t r i a l s ( F i g . 2 , Wi l c o x o n , Z = 3 . 9 9 , 3 . 9 4 a n d 3 . 9 5 f o r T r i a l 1 , 2 a n d 3 , r e s p e c t i v e l y ; p < 0 . 0 0 0 1 i n a l l t r i a l s ) . I n o v e r a l l a v e ra g e , n u mb e r s o f s k i n f l u k e o n t h e f i s h k e p t i n t h e F i g. 1 . A s c h e ma t i c d i a g r a m o f t h e e x p e r i me n t a l s e t u p .
Si z e , l o c a t i o n a n d d i s t a n c e o f t h e e x p e r i me n t a l c a g e s ( a ) i n r e l a t i o n t o t h e f a r mi n g c a g e ( b )
f Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e o n c o mi r a c i d i a , a r e s h o wn . T h e g r a y c o l o r ( c ) i n d i c a t e s t h e c a g e wi t h a s h a d i n g s h e e t wh o s e l o c a t i o n wa s a l t e r n a t e d b e t we e n t h e s h a e d e d a n d u n s h a d e d c a g e ( d ) i n e a c h t r i a l .
F i g. 2 . Me a n i n t e n s i t y ( + SD) o f Ne o be n e de n i a gi r e l l a e o n j u v e n i l e Se r i o l a du me r i l i .
T h e o p e n b a r s r e p r e s e n t t h e f i s h e x p o s e d u n d e r n a t u r a l l i g h t a n d t h e c l o s e d b a r s r e p r e s e n t t h o s e i n s h a d e d c a g e . s h a d e d c a g e wa s a p p r o x i ma t e l y 7 2 % l e s s t h a n t h o s e k e p t u n d e r n a t u r a l l i g h t c o n d i t i o n . T h e a v e r a g e n a t u r a l l i g h t i n t e n s i t y d u r i n g t h e d a y wa s 2 9 1 . 9 ± 3 1 1 . 4 , 3 8 1 . 5 ± 4 0 3 . 7 , 2 6 1 . 5 ± 2 1 9 . 2 m m/ c m 2 / s f o r T r i a l 1 , 2 a n d 3 , r e s p e c t i v e l y , wi t h t h e h i g h e s t i n t e n s i t y o f a b o u t 7 0 0-1, 0 0 0 m m/ c m 2 / s me a s u r e d a t 1 2 : 0 0 ( F i g . 3 ) . On t h e o t h e r h a n d , t h e l i g h t i n t e n s i t y u n d e r t h e s h a d e n e v e r e x c e e d e d 1 0 m m/ c m 2 / s e x c e p t f o r o n e me a s u r e me n t i n T r i a l 3 ( 3 2 . 1 m m/ c m 2 / s ) . T h u s , i n c r u d e c a l c u l a t i o n , t h e s h a d i n g s h e e t u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y b l o c k e d o v e r 9 8 % o f t h e s u n l i g h t . T h e r e wa s n o mo r t a l i t y o f t h e e x p e r i me n t a l f i s h d u r i n g t h e f i e l d e x p o s u r e . We d i d n o t f i n d a n y wo r m f r o m t h e c o n t r o l f i s h p l a c e d i n t h e g r o wo u t t a n k i n d i c a t i n g t h e r e wa s n o h o r i z o n t a l t r a n s mi s s i o n o r n e w i n f e c t i o n d u r i n g t h e g r o w-o u t p e r i o d .
L a b o r a t o r y i n f e c t i o n e x p e r i me n t
T h e e x p e r i me n t a l i n f e c t i o n r e s u l t e d i n a n o v e r a l l a v e r a g e o f 2 7 6 . 2 ± 5 5 . 8 wo r ms p e r f i s h . Th i s me a n s o v e r 9 0 % o f e x p o s e d l a r v a e a t t a c h e d t o t h e f i s h wi t h i n 1 h . Th e h i g h e s t me a n i n t e n s i t y wa s 3 3 3 ± 2 8 . 3 wo r ms i n t h e d a r k t a n k o f T r i a l 1 wh i c h e x c e e d e d t h e n u mb e r o f l a r v a e p l a c e d i n t h e t a n k , p r o b a b l y d u e t o e r r o r i n e s t i ma t i o n o f l a r v a l n u mb e r s . T h e me a n i n t e ns i t y t T h e a v e r a g e l i g h t i n t e n s i t y o f t h e t a n k u n d e r t h e n a t u r a l l i g h t c o n d i t i o n wa s 1 9 . 8 ± 4 . 2 , 1 7 . 6 ± 2 . 1 a n d 7 . 1 ± 3 . 6 m m/ c m 2 / s f o r T r i a l 1 , 2 a n d 3 , r e s p e c t i v e l y . No l i g h t wa s d e t e c t e d i n t h e d a r k e x p o s u r e t a n k .
Di s c u s s i o n
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F i g. 4 .
T h e me a n i n t e n s i t y ( + SD) o f Ne o b e n e d e n i a g i r e l l a e o n e x p e r i me n t a l l y i n f e c t e d j u v e n i l e Se r i o l a du me r i l i . T h e o p e n b a r s r e p r e s e n t t h e f i s h e x p o s e d u n d e r n a t ur a l i n d o o r l i g h t a n d t h e c l o s e d b a r s r e p r e s e n t t h o s e e x p o s e d i n t h e d a r k n e s s .
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